影响可切除性原发性非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者生存最重要的因素是淋巴结的转移，目前有研究^\[[@b1]\]^表明肿瘤微淋巴管密度（lymphatic microvessel density, LMVD）与淋巴结转移有关，但对它与影像学的关系还了解不多，本研究用免疫组化的方法检测34例NSCLC患者手术标本内微淋巴管特异性标志物podoplanin的表达，分析其与NSCLC淋巴转移及肺癌结节多层螺旋CT（multi-slice spiral computed tomography, MSCT）表现的关系。

1. 资料与方法 {#s1}
=============

1.1. 一般资料 {#s1-1}
-------------

选择2005年12月-2009年3月我院经MSCT扫描、肺癌切除术和病理证实的NSCLC病例34例，均为肺内单发结节，结节直径2.0 cm-3.0 cm；患者术前未行化疗或放疗等抗肿瘤治疗，在CT扫描后1周内手术；其中男性25例，女性9例；年龄44岁-73岁，平均58.3岁；按第7版AJCC肺癌TNM分期标准，p-TNM分期Ⅰ期12例，Ⅱ期9例，Ⅲ期13例。组织学分类：鳞癌15例，腺癌（含肺泡细胞癌）15例，腺鳞癌4例。病理证实无淋巴结转移15例，有淋巴结转移19例。高分化9例，中分化12例，低分化13例。

1.2. CT扫描和征象分析 {#s1-2}
---------------------

采用Philips公司Brilliance型16层螺旋CT机。扫描范围自肾上腺水平至肺尖，平静呼吸下屏气时扫描。主要技术参数为：120 kVp，100 mAs-250 mAs，探测器组合16 mm×1.5 mm，螺距值0.6-0.9，重建层厚2 mm，重建间隔1 mm，重建矩阵512×512。原始图像数据传输到工作站（MXV Philips）后，以结节为固定中心进行多平面重建技术（multiplanar reconstruction, MPR）操作，利用多种窗技术显示结节内部及结节-肺界面情况。利用表面遮盖法（shaded surface display, SSD）、最大密度投影法（maximum intensity projection, MIP）、容积再现技术（volume rendering technique, VRT）等三维成像技术进一步观察病灶形态与周围结构关系，多种后处理技术的结合利用更全面、立体、准确的评价结节的CT表现特征^\[[@b2]\]^。由2位具有5年以上胸部CT阅片经验的放射科诊断医师以双盲法按统一标准评价病灶的MSCT征象，存在分歧时通过协商达成一致。本研究纳入的MSCT征象分析指标参照国内外文献公认的标准^\[[@b3]\]^，选取能有效反映结节的生物学特征并被广泛认同的以下指标：①边缘形态（毛刺、浅分叶、深分叶、棘状突起）；②结节内部结构（空泡征、实性结节、部分实性结节）；③结节邻近结构（胸膜凹陷征、血管聚集征、阻塞性表现、癌性淋巴管炎）。MSCT图像上测量肺门及各组纵隔淋巴结的短径，短径若＜1 cm则判为淋巴结肿大。

1.3. 免疫组织化学染色及结果判断 {#s1-3}
-------------------------------

将已取到的肿瘤组织经4%甲醛溶液固定，常规石蜡包埋，厚4 µm连续切片制备涂胶白片供HE染色和免疫组织化学染色备用。行常规HE染色，观察恶性结节病理形态学变化并根据2004年WHO肺癌组织学分类标准^\[[@b4]\]^进行分类和分级。使用试剂为鼠抗人podoplanin单克隆抗体（克隆号：H2907，美国Santa Cruz公司）、兔抗人血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）抗体（克隆号：SP28，北京中杉金桥生物技术有限公司）、鼠抗人增殖细胞核抗原（proliferation cell nucler antigen, PCNA）抗体（克隆号：PC10，北京中杉金桥生物技术有限公司）。实验方法严格按照说明书操作，采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化氢连接（SP）二步法进行免疫组织化学染色显示肿瘤微淋巴管。以邻近的正常肺实质内的微淋巴管为阳性内对照，并参照试剂订购公司提供的阳性结果照片，PBS代替一抗为空白对照。肿瘤微淋巴管判断标准及微淋巴管密度计数方法参照Weidner等^\[[@b1],\ [@b5],\ [@b6]\]^报道的方法并加以改进，LMVD分中心区（结节最大层面的中心部分，测量点距肿瘤中心的距离占肿瘤半径的50%），周围区（中心区以外距结节边缘2 mm-3 mm以内的环状区域），计数时先在低倍镜（×100）下观察全层肿瘤组织，确定区域内微淋巴管密度最大的"热点"，每区随机抽取4个热点，保证每个计数区域采样均匀，每张切片共读取8个热点。于200 mm×0.74 mm视野下人工计数热点的微淋巴管数目，取其平均值为各区域的LMVD。邻近的正常肺实质内的微淋巴管不做计数对象，只作内对照评价免疫组织化学染色。所有标本的计数由2位经验丰富的病理科医师在不同的时间计数3次，选择2次相同或相近数目的平均数。VEGF、PCNA表达结果判断采用文献通用的方法^\[[@b7],\ [@b8]\]^。

1.4. 统计学分析 {#s1-4}
---------------

以SPSS 19.0统计软件进行数据分析。计量资料统计结果均以Mean±SD表示；若各组方差齐同，样本均数比较采用两独立样本*t*检验或单因素方差分析；若方差不齐且无法校正，用*t*秩和检验；多个指标的相关分析采用*Spearmen*相关分析；以*P*＜0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 肺结节CT表现及三维重建技术 {#s2-1}
-------------------------------

横断位原始图像结合三维重建技术能全面、细致地表现出肺结节形态特征，更直观地显示病灶与周围组织结构的空间立体关系（[图 1A](#Figure1){ref-type="fig"}-[图 1D](#Figure1){ref-type="fig"}）；毛刺征19例；浅分叶9例，深分叶25例；棘状突起10例；空泡征6例；实性结节25例，部分实性结节9例，未发现非实性结节；胸膜凹陷征28例；血管聚集征24例；阻塞改变（阻塞性肺炎或节段性不张）5例；癌性淋巴管炎16例；34例肺结节内均未见空洞及脂肪。

![57岁男性右上肺NSCLC患者。MSCT横轴位（A）显示毛刺征，MPR技术显示分叶征和结节后下方阻塞病变（B）、胸膜凹陷征和棘状突起（C），VRT技术显示血管聚集征（D）。组织病理HE染色：低分化腺鳞癌（×200）；免疫组化PCNA、VEGF染色均呈强阳性表达（×200，F，G）；podoplanin染色见中心区微淋巴管稀少（×400，H），癌间质内少量podoplanin表达（×400，H），周围区微淋巴管较多，管腔扩大且不规则（×400，I）。\
NSCLC found in the right upper lobe of a 57-year-old male. Axial images of MSCT shows spicules (A), MPR shows lobulated sign and distal side obstructive change (B), pleural indentation, and spinous process (C), VRT shows vessel convergence (D). HE staining of histopathology: poorly differentiated adenosquamous carcinoma (×200); Strongly positive expressions of PCNA, VEGF (SP×400, F, G); Lymphatic microvessels in the central areas were rare (podoplanin, SP×400, H), podoplanin were also expressed in few tumor stromata (SP×400, H), lymphatic microvessels in the peripheral areas were more with irregular and enlarged lumina (podoplanin, SP×400, I).](zgfazz-15-1-34-1){#Figure1}

2.2. 肺癌微淋巴管密度与CT表现 {#s2-2}
-----------------------------

Podoplanin阳性表达的淋巴管多数位于NSCLC组织的边缘区，少数位于鳞癌巢周缘、腺癌的癌间质内。癌组织中心区淋巴管数目较少，大部分扩张不明显，可闭塞成条索状；癌周组织淋巴管密度增多，大部分不规则明显扩张且管壁结构不完整，围绕癌组织成环状分布（[图 1D](#Figure1){ref-type="fig"}-[I](#Figure1){ref-type="fig"}）。周围区LMVD（17.6±3.7）高于中心区LMVD（10.0±2.8）（*P*＜0.001）。存在病理性淋巴结转移组肺结节的周围区（20.2±3.5）明显大于无淋巴结转移组（15.5±2.0）（*P*=0.008），存在病理性淋巴结转移组肺结节的中心区LMVD（10.2±3.7）与无淋巴结转移组（9.8±1.8）无明显差异（*P*=0.062）；有淋巴结肿大和无淋巴结肿大两组之间各区域LMVD均无明显差异（*P*均＞0.05）。*Spearmen*相关分析显示淋巴结转移与肺门、纵隔淋巴结肿大无关（*P*＞0.05）；周围区LMVD与VEGF表达强度、PCNA阳性率均正相关，相关系数分别为0.600、0.570（*P*均＜0.01）；中心区LMVD与VEGF表达强度和PCNA阳性率均不相关（*P*均＞0.05）。

肺癌结节MSCT表现与肿瘤组织LMVD关系见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。有棘状突起征组、有胸膜凹陷征组、有癌性淋巴管炎组的周围区LMVD均高于无此征象组的周围区LMVD，组间差异有统计学意义；实性结节组和部分实性结节组之间及有毛刺征组、有分叶征组、有空泡征组、有血管聚集征组、有阻塞病变组与无此表现组周围区LMVD比较，组间差异无统计学意义；中心区LMVD在各表现不同组之间差异均无统计学意义。

###### 

肺癌结节MSCT表现与肿瘤组织podoplanin阳性LMVD关系

The relationship between CT characteristics and podoplanin-LMVD

  MSCT characteristics                                                     *n*   LMVD in the central areas   *P*     LMVD in the peripheral areas   *P*
  ---------------------- ---------------------------- -------------------- ----- --------------------------- ------- ------------------------------ ----------
  Edge of the shape      Spicules                     (+)                  19    9.1±2.0                     0.353   15.5±2.8                       0.079
                                                      (-)                  15    10.2±3.2                            14.6±3.7                       
                         Lobulated sign               Shallow              25    10.1±2.8                    0.635   17.3±4.6                       0.148
                                                      Deep                 9     9.7±2.6                             16.0±3.2                       
                         Spinous process              (+)                  10    11.0±1.0                    0.097   17.6±3.8                       0.029
                                                      (-)                  24    9.8±2.8                             14.5±2.3                       
  Internal structure     Vacuole                      (+)                  6     11.5±1.6                    0.472   15.5±0.5                       0.217
                                                      (-)                  28    9.7±2.9                             16.0±3.9                       
                         Attenuation density          Solid nodules        9     10.0±2.9                    0.071   17.6±3.5                       2.319
                                                      Part-solid nodules   25    10.0±2.6                            17.3±4.3                       
  Adjacent structures    Pleural indentation          (+)                  28    10.3±2.9                    0.402   20.5±4.9                       0.012
                                                      (-)                  6     8.5±1.6                             16.9±3.1                       
                         Vessel convergence           (+)                  24    10.6±0.8                    0.316   16.4±3.0                       0.087
                                                      (-)                  10    8.9±1.1                             15.3±1.6                       
                         Obstructive change           (+)                  5     10.1±2.9                    0.081   17.6±3.8                       0.065
                                                      (-)                  29    9.0±0.3                             17.0±0.6                       
                         Carcinomatous lymphangitis   (+)                  16    10.5±3.3                    0.063   18.2±4.9                       \< 0.001
                                                      (-)                  18    9.4±2.0                             14.9±0.8                       
  Lymph node             Enlargement                  (+)                  13    10.1±3.5                    0.071   17.6±3.6                       0.989
                                                      (-)                  21    9.8±0.4                             17.5±3.9                       
                         Metastasis                   (+)                  15    10.2±3.7                    0.062   20.2±3.5                       0.008
                                                      (-)                  19    9.8±1.8                             15.5±2.0                       

3. 讨论 {#s3}
=======

恶性肿瘤主要通过血道和淋巴道形成远处转移，是影响疗效和患者死亡的重要原因，但大部分恶性肿瘤最初发生的转移并不是通过血管，而是淋巴道^\[[@b9]\]^。目前对于肺癌结节CT表现与肿瘤生物学特征相关的研究多集中于血管生成方面，本研究使用已被证实具有良好特异性的淋巴管内皮细胞标志物podoplanin^\[[@b1],\ [@b10]\]^来检测肿瘤LMVD，探讨肺癌结节MSCT表现与肿瘤淋巴管生成之间的关系。

肿瘤淋巴管生成是指在肿瘤原位形成新的毛细淋巴管，由于肿瘤新生淋巴管结构特殊，使得肿瘤细胞更容易进入淋巴管道形成转移^\[[@b9],\ [@b10]\]^。我们的研究结果显示NSCLC组织中的微淋巴管主要存在于周边区域，中心区域淋巴管较少而且多呈闭塞状态，而周围区微淋巴管大部分不规则明显扩张且管壁结构不完整；分区域计数LMVD后与淋巴结转移关系分析结果显示与淋巴结转移有关的是周围区LMVD，中心区LMVD与淋巴结转移无关。Liang等^\[[@b11]\]^的研究也认为淋巴道转移主要是通过癌周区微淋巴管内皮细胞的开放和癌细胞对淋巴管管壁的破坏而进入淋巴管管腔的。相对于单纯的横断位图像，MSCT多种后处理技术的综合运用能更好的显示肺癌病灶内部结构、边缘形态及与周围结构的关系^\[[@b2]\]^，本研究显示MSCT图像提示周围区LMVD较高的表现包括有棘状突起、胸膜凹陷征、癌性淋巴管炎，而肺癌的MSCT征象均与中心区LMVD无关。以上结果提示与转移相关的功能性淋巴管主要分布在肿瘤组织周边，而出现棘状突起、胸膜凹陷征、癌性淋巴管炎的表现提示肿瘤淋巴管生成旺盛，具有更高的淋巴结转移风险。

我们前期研究发现微血管构筑表型的网状结构调控肿瘤血管新生与肿瘤增殖^\[[@b7],\ [@b12]\]^，本研究还发现周围区LMVD既和VEGF表达强度正相关又和PCNA阳性率正相关。目前普遍认为VEGF家族通过VEGF/VEGF-R2途径诱导血管形成，而通过VEGF-C/VEGF-D/VEGF-R3途径诱导淋巴管形成^\[[@b13],\ [@b14]\]^。近年来有研究^\[[@b15],\ [@b16]\]^表明VEGF除了明显促进血管新生之外还有较强的促淋巴管生成和促淋巴结转移作用，VEGF和VEGF-C均是强大的内皮调控因子，可以诱导肿瘤内微血管和微淋巴管内皮细胞增殖，两者之间可能存在协同作用^\[[@b13],\ [@b14],\ [@b17]\]^。VEGF是微血管和淋巴管通透性增高的主要因素，VEGF表达越高，微血管和淋巴管内皮细胞连接越松散^\[[@b15]\]^，因此越容易发生癌细胞的转移。PCNA的表达是评价细胞增殖能力的主要指标，这些细胞同时包括肿瘤细胞、血管内皮细胞和淋巴管内皮细胞，从而可以评价肿瘤细胞诱导血管和淋巴管新生的能力。本实验结果表明微血管构筑表型的网状结构不仅调控血管新生与肿瘤增殖，同时也调控淋巴管生成。

我们的研究还分析了淋巴结肿大与转移的关系，结果显示两者无关，而且有淋巴结肿大和无淋巴结肿大两组之间各区域LMVD均无明显差异，合并肺炎或患有增殖性病变均可导致淋巴结肿大，而没有肿大的淋巴结可能已有转移。因此，术前仅靠淋巴结形态学的检查来判断是否存在转移有一定的误差，提示我们还需要结合肺癌淋巴管生成状态来对淋巴结转移的风险进行综合评价。本研究发现棘状突起、胸膜凹陷、癌性淋巴管炎等MSCT表现与肿瘤淋巴管生成有一定的相关性，出现这些征象的肺癌可能生长活跃、恶性程度高、较容易出现淋巴结转移，该结果可为无创性评估肿瘤淋巴管生成状态提供有意义的参考。
